wo 2005/041983 



1 



PCT/FR2004/002794 



MEDICAMENT COMPRENANT UN MONOMERE D' ALKYL-SUCRE REDUCTEUR POUR LE TRAITEMENT 

DES DESORDRES INFLAMMATOIRES 



La pr^sente invention conceme de nouveanx monom&res d'alkyl-sucre r6ducteur ainsi 
5 que leur utilisation en tant que medicaments, notammOTt en tant qu' agents anti- 
inflammatoires. 

La reaction inflanmiatoire est une reponse du systeme inmiunitaire face a tme agression 
causae aux cellules ou aux tissus vascularises d'un organisme par im pathog^ne tel que 

10 les virus, les bact6ries ou bien face k une agression chimique ou physique. Souvent 
douloureuse, Tinflammation est g6n6ralement une r6ponse de gu6rison. Cependant dans 
certains cas, (arfhrite rhumatoi'de, la maladie de Crohn, les maladies autoimmunes...) 
elle pent avoir des coris6quences plus graves que le stimulus d'origine. 
Les reactions d'hypersensibilite de contact correspondent k des reactions d'immunite 

15 specifique dirig6es contre des antigfenes localises sur des cellules ou dans les tissus, k 
rorigine de 16sions cellulaires ou de r6actions inflammatoires. Ces reactions 
d'hypersensibilite peuvent se developper dans le cadre des mecanismes de defense vis- 
a-vis d'un microorganisme pathogene ou dans le cas de reactions allergiques. Elles font 
intervenir differents types de cellules et en particulier les cellules de la peau, certains 

20 leucocytes, sans oublier les cellules endotheliales dont le role est preponderant dans les 
reactions inflammatoires. 

Les interactions intercellulaires qui interviennent alors impliquent gen6ralement des 
ph&iomfenes de reconnaissances sp6cifiques entre ligands et r6cepteurs. Au cours de ces 
vingt demi^res ann6es, de nombreux recepteurs de surface cellulaires ont 6t6 identifies, 
25 tels que des prot6ines capables d' assurer une reconnaissance specifique avec certains 
snores comme le fiicose et le rhanmose. 

Les lectines sont des proteines implantees dans les membranes des cellules eucaryotes, 
et jouent im role tres important dans les ph6nomenes d'adh6sion et de reconnaissance 
entre cellules notamment lors des processus inflammatoires. Les lectines membranaires 
30 sont impliquees en particuli^ dans Tendocytose, le trafic intracellulaire des 
glycoconjugues et la permeabilite endothelials De plus, ces proteines, souvent 
transmembranaires, contribuent a la reconnaissance sp6cifique de Tantigene (domaine 
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extracelMaire) et k Tactivation des cellules (domaine intracellulaire). Les lectines 
peuvent reconn^tre specifiquement certains sucres, notamment le rhanmose. 
Depuis de nombreuses aim6es, les alkyles polysaccharides (CmGn ou m est le nombre 
de carbones dans la chaine alkyle et n le nombre d'lmites glycosidiques composant la 

5 tSte hydrophile) constituent une int6ressante famille de tensioactifs non ioniques. Par 
exemple, les alkyles polyglucosides (APGs) qui sent prepar6s industriellement k partir 
du glucose et d'alcool gras, trouvent de nombreuses applications en detergence mais 
6galement en cosm6tologie en raison de leur bonne tolerance dermatologique. 
La publication « cosmetic use formulation containing pentyl rhanmoside and cetyl 

10 rhanmoside », J P Houlmont and al, International Journal of Cosmetic Science, 2001, 
23, 363-368, decrit la synthese et Tutilisation du pentyle et c6tyle rhamnoside comme 
co-tensioacdf et tensioactif respectivemrat, ainsi que leur ad6quation pour la 
formulation en cosm6tique. Ces alkyles rhamnosides (en Cs et Cie) sont produits 
directement par ac6talisation du L-rhamnose dans im alcool approprie en presence d'm 

15 catalyseur adde. Ces alkyles rhamnoside sont decrits comme 6tant biocompatibles et 
peu toxiques. 

La demande de brevet EP 0 804 923 dterit une composition comprenant un alkyle ether 
polysaccharide qui comprend au moins deux unit6s sucres difif6rentes et au moins un 
groupe hydroxyle substitue par une chaine alkyle saturee en C1-C24. Cette composition 
20 permet de proteger la peau envers les rayonnements ultraviolets. 

La demande de brevet EP 0 804 924 decrit une composition destinee a prolonger la 
longevite d'un parfum siu: la peau qui comprend au moins un alkyle d'6ther 
polysaccharide comprenant au moins deux unites sucres diffiarentes et au moins un 
groupe hydroxyle substitue par une cha&ie alkyle en C1-C24 saturee. 

25 

La presente invention conceme des monomeres d'alkyl-rhamnose ou d'alkyl-fucose de 
foimule I : 




OH 

dans laquelle Ri represente xm radical alkyle en C2-C405 de pr6f6rence en C2-C24> 
30 incluant toutes ses formes isomferes, k Texception des produits de fonnules 
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Ri represente avantageusement un radical alkyle en C5-C12, de preference en Cs-Cg. 
5 Selon line variante avantageuse de rinvention, Ri represente un radical choisi dans le 
groupe constitue par le pentyle, Toctyle, le d6cyle et Tundecyle. 

Dans le cadre de la pr6sente invention, on parlera indifiFeremment de monomere d'alkyl- 
rhanmose, r6ciproquement alkyl-fiicose, ou d*alkyl-rliamnoside, respectivement alkyl- 
fiicoside. 

10 Le rhamnose ou le fucose pent etre de configuration 16vogyre ou dextrogyre. Selon une 
variante avantageuse de Tinvention, le rhamnose ou le fucose est de configuration 
16vogyre. 

Le rhamnose ou le fucose peut etre sous la forme anomerique a ou jS. Selon une autre 
variante avantageuse de Tinvention, le rhamnose ou le focose est sous la forme 
15 anomerique ol 

La presente invention conceme egalement un medicament comprenant au moins un 
monomere de sucre r6ducteur dont ime fonction hydroxyle, avantageusement la fonction 
hydroxyle anom^que, est substituee par un radical alkoxy en C2-C40, de preference m 
20 C2-C24- Dans le cadre de la presente invention, ces monomeres de sucres r6ducteurs 
dont une fonction hydroxyle est substitu6e par un radical alkoxy sont denomm6s des 
alkyl-sucres r6ducteurs. Les alkyl-sucres r6ducteurs repondent a la formule g6n6rale 
suivante : 
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R2 




HO 



dans laquelle R2 represente le radical -CH3 ou le radical "-CH2OH et Ri represente un 
radical alkyle en C2-C40, de preference ctl C2-C24. 

Au sens de la presente invention, on entend par « Sucre reductenr » un sucre pr6sentant, 
5 lorsqu'il est sous forme lineaire, une fonction aldehyde libre portee par le carbone 
anomere. Les sucres r6ducteurs peuvent etre mis en evidence dans ime solution avec un 
test k la liqueur de Fehling. Comme exemple de sucres reducteurs, on pent notamment 
citer le glucose, le fiructose, le maltose, le galactose et le lactose. 

Dans le cadre de la pr6sente invention, le sucre r6ducteur est avantageusement choisi 
10 dans le groupe constitu6 par le rhamnose, le fucose et le glucose. 

Le rhamnose, le fucose ou le glucose peuvent etre de configuration 16vogyre ou 
dextrogyre. Selon une variante avantageuse de Tinvention, le rhamnose, le fucose ou le 
glucose sont de configuration 16vogyre. 

Le rhamnose, le fucose ou le glucose peuvent etre sous la forme anomerique a ou jS. 
15 Selon une autre variante avantageuse de Tinvention, le rhamnose, le fucose ou le 
glucose sont sous la forme anomerique ol 

Selon une variante avantageuse de Tinvention, le radical alkoxy comprend de 5 a 12 
atomes de carbone, de preference 5 a 8 atomes de carbone. Ainsi Ri represente 
avantageusement un radical alkyle en C5-C12, de preference en Cs-Cg- Selon une 
20 variante avantageuse de Tinvention, Ri represente un radical choisi dans le groupe 
constitu6 par le pentyle, Toctyle, le d6cyle et I'undecyle. 

L'invention est caracterisee de par le fait que le sucre reducteur, portant un radical alkyl, 
est uniquement sous forme monom6rique. 

25 Lesdits monomeres d'alkyl-sucres rSducteurs, en particulier les monomeres d'alkyl- 
rhanmose, d'alkyl-fucose ou d'alkyl-glucose selon Tinvention, peuvent etre synth6tises 
en une seule etape reactionaelle, sans aucime etape de protection ou de deprotection des 
fonctions hydroxyles du sucre reducteur, par reaction de condensation de sucre 
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r^ducteuT, en particulier du rhamnose, du fiicose ou du glucose, ayec un alcool, ayant un 
nombre d'atomes correspondant k la longueur de la chaine alkyle. 
Le proc6d6 de syntibdse utilis6 est une r6action type r6action de Fischer avec Tacide p- 
toludne sulfonique (APTS) comme catalyseur adde. Elle s'effectue de maniere « one- 
5 pot », les reactifs (suare r6ducteur : en particulier rhamnose, fiicose ou glucose, alcool, 
et catalyseur acide) sont mis en presence les uns avec les autres sans utiliser de solvant, 
le milieu est alors sous fomie h6terogene. 

Le melange sucre reducteur, en particulier rhamnose, fucose ou glucose, alcool et 
catalyseur acide est avantageusement mis a r^agir sous chaufFage et eventuellement 

10 sous agitation k une temperature comprise entre 20 et 120°C, encore plus 
avantageusement entre 35 et TS^'C. La temperature ne doit pas Stre trbp 61ev6e, 
notamment elle ne doit pas depasser 120°C, afin d'6viter une degradation des sucres. Le 
melange est avantageusement melange de 5 minixtes k 24 heures, encore plus 
avantageusement 3 heures. 

15 La fonction anomerique etant la plus reactive, grace k la stabilisation du carbocation par 
resonance, Taddition de I'alcool se fait uniquement en position 1. 

L' alcool, en excds, dans un rapport molaire environ double par rapport au sucre 
reducteur, en particulier au rhamnose, au fiicose ou au glucose, sert de solvant au 
produit de synthese, le milieu reactionnel se trouve done en phase homogene en fin de 

20 reaction. On choisit comme catalyseur acide un acide de Bronsted relativement fort, 
mais soluble en milieu organique, tel que TAPTS. L' acide sulfiirique trop puissant et 
Tacide chlorhydrique n'ont done pas pu dtre utilises car ils sont solubles dans I'eau 
tandis que les acides carboxyliques n'etaient pas sufifisamment forts, H faut eviter de 
travailler en presence d'eau, car elle favoriserait davantage la reaction inverse 

25 d'hydrolyse plutdt que la reaction d'addition. 

L'auto-condensation des monomdres de sucres reducteurs, en particulier d'alkyl- 
rhamnose, d'alkyl-fiicose ou d'alkyl-glucose, est limitee voire supprimee, bien que 
chaque fonction hydroxyle, d'lm point de vue theorique, est k mSme de reagir avec une 
autre pour creer une liaison glycosidique et done d'augmenter le degre de 

30 polymerisation, en raison de Tabsence d' agents protecteurs. On suppose que cette auto- 
condensation est supprim6e du fait que les 6-deoxy-sucres (rhamnose, fiicose en 
particulier) sont d^oxirvus de fonction hydroxyle primaire et possedent un groupement 
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methyle k la place. Le groupement m6thyle des 6-d6oxy sucres favoriserait la formation 
d'alkyl-monosaccharides en supprimant une fonction hydroxyle tres reactive port6e par 
le carbone 6 et en ajoutant une gene st6rique au voisinage du carbone 4 
Cette synthese conduit pour Tensemble des alkyl-sucres reducteurs a Tanomdre 
5 o; configuration ou la gene st^que est niinimisee et done la plus stable 
thermodynamiquement. En particulier, cette synthese conduit, pour la majority des 
alkyl-rhamnosides a Tanomdre ol Le rapport anomerique o/p pour les alkyl-fucosides 
est voisin de 2. 

Selon une variante avantageuse de Tinvention, Teau formee pendant la r6action de 
10 condensation est 61iniin6e, physiquement ou chimiquement. Comme exemple de 
technique d' Elimination physique de I'eau formee pendant la synthese, on pent 
notanunent citer la distillation ou Tutilisation d'un adsorbant. Comme exemple de 
technique d' Elimination chimique de Teau form6e pendant la synthase, on pent 
notamment citer I'utilisation d'un agent de dessiccation. 
15 L'eau fomi6e pendant la r6action de condensation est avantageusement 61iinin6e au 
moyen d'tm agent de dessiccation choisi dans le groupe constitue par les carbonates, les 
sulfates, le chlorure de calcixmi, le pentaoxyde de phosphore, des tamis molecxilaires ou 
des combinaisons de ces divers agents de dessiccation. L' agent de dessiccation peut etre 
introduit directement dans le milieu reactionnel. 
20 Selon une variante de T invention, la reaction de condensation est realisee a pression 
atmospherique et sous atmosphere d*un gaz inerte, tel que Targon ou I'azote. 
Selon ime autre variante de Tinvention, la reaction de condensation est r6alis6e k 
pression r6duite, 

Selon une variante avantageuse de Tinvention, i la fin de la r6action de condensation, le 
25 melange est amend k plus basse temperature, de quelques degres sous la temperature de 
reaction a 0®C, de pref6rence a temperature ambiante, et repris dans un solvant capable 
de solubiliser le monomere d'alkyl-sucre r6ducteur, en particulier le monomdre d'alkyl- 
rhamnose, d'aUcyl-flicose ou d'alkyl-glucose, ledit solvant est avantageusement le 
dichloromethane. Le catalyseur acide est neutralise a Taide d'une base faible, de 
30 preference Thydrogenocarbonate, pendant une periode allant de 1 minute a 24 heures, 
avantageusement 30 minutes. 
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Selon les differentes longueurs de chaine, les produits sont purifies, soit par 
chromatographie sur coloime pour les ch^es les plus courtes, soit par soxlhet pour les 
autres composes. Les deux methodes peuvent 6tre combin6es si l*on recherche une tres 
grande puret6. 

5 Le principe de la purification par soxhlet consiste k m61anger le brut de la r6action 
(alkyl-sucre reductenr, en particulier alkyl-rhanmoside,alkyl-fucoside ou alkyl- 
glucoside, alcool r6siduel, APTS, sucre reducteur, en particulier rhamnose, fiicose ou 
glucose) avec de la silica pour chromatographie dans des rapports massiques voisins de 
1 ;4, et de placer ce melange dans une cartouche d'extraction : couplage d'lme methode 
10 d'extraction solide-liquide a chaud avec une methode de chromatographie en continu. 
Le rendement massique de ce precede de synthese de monomSres d'alkyl-sucre 
r6ducteur, en particulier de monomdres d*alkyl-rhamnose, d'alkyl-fiicose ou d'alkyl- 
glucose, est sup6rienr k 40%. 

15 Le medicament selon I'invention est avantageusement destine k reguler les mecanismes 
inflanmiatoires. 

Le m6dicament est notamment destin6 k la prevention ou au traitement des reactions ou 
pathologies allergiques, inflammatoires, immunitaires de la peau et/ou des muqueuses. 
Le medicament selon I'invention est egalement destine a inhiber la reponse immune Uee 
20 au stress inflammatoire. 

Le medicament selon I'invention est notanmient destine a inhiber Tactivation des 
leucocytes, tels que les polynucleaires humains et notamment les neutrophiles et les 
mastocytes humains empechant la liberation des mediateurs pr6formes de la reaction 
immunitaire. II pennet 6galement I'inhibition de Tadhesion des lymphocytes circulants 
et des cellules endoth^liales empechant ainsi la transmigration de ces leucocytes sur le 
lieu de TinflanMnation. II pemiet aussi Tinhibition de la secretion des cjrtiokines 
keratinocjrtaires, activatrices des lymphoc3^es T et des cellules de Langerhans, telles 
que IL-1, TNF-o; ou des molecules d'adh6sion, telles que ICAM-1, VCAM, qui 
contribuent au recrutement et au passage trans-endothelial des leucocytes. Le 
medicament selon I'invention est egalement inhibiteur du phenomene d'hypeiplasie 
keratinocytaire. 
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Le medicament selon rinvention est aussi inhibiteur du processus d'appretement de 
TantigSne par les cellules dendritiques de la peau, de la maturation des cellules 
pr6sentatrices d'antigene, k savoir les cellules dendritiques demiiques et les cellules de 
Langerhans, du phenom^e de reconnaissance entre les lymphocytes et les cellules 
5 pr6sentatrices d'antigene. 

Ainsi, le medicament selon Tinvention est destine a la prevention ou au traitement des 
maladies choisies dans le groupe constitue par de Teczema atopique et/ou de contact, 
des dermatoses inflammatoires, des dermatites irritatives, de I'acne, des maladies auto- 
immunes telles que le psoriasis, de la photo-immuno-suppression, du vitiligo, du 
10 pityriasis, des scl6rodennies, de Tarthrite rhiraiatoide, de la maladie de Crohn ou du 
rejet de grefFe. 

Le m6dicam«it selon Tinvention est egalement destin6 k la prevention et au traitement 
des derives inflammatoires chroniques li6es au vieillissement et ses cons6quences. Le 
medicament est notamment destin6 k la prevention ou au traitement des maladies 
15 choisies dans le groupe constitue par les sensibilisations anaphylactiques, les anomalies 
pigmentaires de la peau, Thypervascularisation dermique, les fissurations 
inflammatoires. 

Selon ime variante de I'invention, le medicament est destine a diminuer le caractere 
allergisant et/ou irritant d'lme composition ou d'un parfum. 
20 Le medicament selon Tinvention comprend avantageusement 0,001 a 50% en poids 
d'alkyl-sucres r6ducteurs. 

Le medicament selon la pr6sente invention peut etre formule pour etre administre par 
toute voie. II est avantageiisemmt fomiuie pour Stre administre par voie topique, orale, 
sous-cutan6e, injectable, rectale et genitale. 

25 Lorsque le medicament est formuie pour etre administre par voie orale, ledit 
medicament peut se presenter sous la forme de solution aqueuse, emulsion, comprimes, 
geiules, capsules, poudres, granules, solutions ou encore de suspensions orales. 
Lorsque le medicament est formuie pour Stre administre par voie sous-cutanee, ledit 
medicament ou ladite composition peut se presenter sous la forme d' ampoules 

30 injectables steriles. 

Lorsque le medicament est formuie pour etre administre par voie rectale, ledit 
medicament peut se presenter sous la forme de suppositoires. 
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Lorsque le medicament est fomiule pour Stre administr^ par voie g^mtale, ledit 
m6dicament peut se presenter sous la forme d' ovules- 

Le m6dicament selon rinvention est de preference k application topique. Le 
medicament peut alors Stre fomiuie de manidre k se presenter par exemple sous forme 
5 de solution aqueuse, de creme blanche ou coloree, de ponmiade, de lait, de lotion, de 
gel, d'onguent, de serum, de pate, de mousse, d'aerosol ou de stick. 
La quantite du medicament selon I'invention a administrer depend de la gravite et de 
Tanciennete de Taffection traitee. Naturellement, le medecin adaptera aussi laposologie 
en fonction du malade. 

La presente invention conceme aussi une m6thode de traitement cosmetique des peaux 
et/ou des muqueuses sensibles, irritees, intol^rantes, a tendance allorgique, agees, 
soumises a un signal danger, pr6s©tttant un trouble de la barriere cutanee, prdsentant des 
rongeurs cutanees ou presentant un desequilibre immunologique non pathologique lie 
15 au vieillissement intrinsdque, extrinseque ou hormonal, caract&isee en ce qu'elle 
consiste a appliquer sur la peau et/ou les muqueuses une composition comprenant au 
moins un monom&re de suare r6ducteur dont une fonction hydroxyle, avantageusement 
la fonction hydroxyle anomerique, est substituee par tm radical alkoxy en C2-C40, de 
preference en C2-C24- 

20 La presente invention conceme egalement une methode de traitement cosmetique poxar 
retarder le vieillissement naturel de la peau et/ou pour prevenir le vieillissement accelere 
de la peau somnise aux agressions exterieures, notanmient pour prevenir le 
vieillissement photo-induit de la peau, caracterisee en ce qu'elle consiste k appliquer sur 
la peau une composition comprenant au moins un monomere de sucre reducteur dont 

25 une fonction hydroxyle, avantageusement la fonction hydroxyle anom&ique, est 
substituee par un radical alkoxy en C2-C40, de preference en C2-C24- 
La composition cosmetique appliquee dans la methode de traitement cosmetique selon 
rinvention comprend avantageusement 0,001 k 50% en poids d*alkyl-sucres r6ducteurs. 
Le sucre r6ducteur est avantageusement choisi dans le groupe constitue par le rhamnose, 

30 le fucose et le glucose. 
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Le rhamnose, le fucose ou le glucose peuvent etre de configuration levogyre ou 
dextrogyre. Selon une variante avantageuse de rinvention, le rhamnose, le fucose ou le 
glucose sont de configuration 16vogyre. 

Le rhamnose, le fiicose ou le glucose peuvent 6tre sous la forme anomerique a ou jS. 
5 Selon une autre variante avantageuse de Tinvention, le rhanmose, le fucose ou le 
glucose sont sous la forme anomerique ol 

Selon une variante avantageuse de Tinvention, le radical alkoxy comprend de 5 k 12 
atomes de carbone, de preference 5 a 8 atomes de carbone. Selon une variante 
avantageuse de Tinvention, Ri represente un radical choisi dans le groupe constitue par 

10 le pentyle, Toctyle, le decyle et I'undecyle. 

Dans le cadre de I'invention, les alkyl-sucres r6ducteurs peuvent Stre prepares suivant le 
procede decrit precedemment ou par tout autre precede connu de rhomme du metier. 
Lorsque la composition cosmetique est formuiee pour §tre administree par voie topique, 
ladite composition se presente par exemple sous forme de solution aqueuse, de creme 

15 blanche ou coloree, de pommade, de lait, de lotion, de gel, d'onguent, de s6rum, de pate, 
de mousse, d' aerosol, de shampoing ou de stick. 

D'autres caracteristiques et avantages de 1' invention apparaissent dans la suite de la 
description avec les exemples representes ci-apres. Dans ces exemples on se referera 
20 aux figures suivantes. Ces figures et exemples sont destines a illustrer la presente 
invention et ne peuvent en aucun cas Stre interpretes conmae pouvant en limiter la 
portee. 

Figure 1 : Viabilite des cellules endotiieiiales issues des ganglions lymphatiques 
25 peripheriques en presence de rhamnose. 

Figure 2 : Viabilite des cellules endotheiiales issues des ganglions lymphatiques 
peripheriques en presmce de pentyle-rhamnoside. 
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Exemple 1: P roc6d6 de synth^e du doddcyl-rhanmoside 

Dans nil ballon k 2 voies de 100 mL, surmont6 dhm refrigerant droit lui-meme equipe 
d\ine garde dessechante (CaCb), on introdnit sous balayage d'argon, 2 g de rhamnose (1 
5 equivalent) et Talcool gras (dodecyl alcool) a raison de 2 6quival0ats molaires (4,6 g). 
Le catalysexir acide /?-toluene sulfonique (APTS) est ajout6 au m61aage heterogene 
precedent maintenu sous argon a raison de 0,1 Equivalent molaire. Le milieu est agite 
(agitateur magnetique) a 70 °C pendant 3 heures. 

Apres reaction, le milieu devenu homogene, est refroidi k temperature ambiante. Une 
10 solution de dichloromethane (20 mL) et une pointe de spatule de NaHCOa sont ajoutees 
au melange laisse sous agitation et maintenu sous argon. Le milieu est ainsi abandonne 
pendant 30 minutes. 

La solution est ensuite fQtr6e sur papier. Le filtrat (P2) contenant les alkyl-rhamnosides 
est 6vapor6 et concentre en une huile visqueuse. 
15 On r6cupere ainsi 1,9 g de P2 apr6s filtration, et un rendCTient de 48 % apr6s une Etape 
de pimfication sur batch de silice. 

La nature des alkyl-rhamnosides est detennin6e par RMN, HPLC et spectrometrie de 
masse. 

La spectrometrie de masse est realisee par electrospray. Ces analyses font apparaitre un 
20 degre de polymerisation maximal de 2 pour la tete polaire. 

Les analyses RMN a 250 MHz se font dans le CDCI3 ou D2O sur xm appareil 

multinoyaux Brucker AC250 fonctionnant k 250,13 MHz pour ^H. 

Les analyses chromatographiques sont realis6es en phase inverse sur une colonne 

greffee CI 8 (YMC-pack CI 8, 12 imi diamdtre de pore moyen, 5 }im de diarndtre des 
25 particules) et une coloime LiChrospher 100 RP-8 (125*4. mm LD.). L'eluant choisi est 

un melange acetonitrile-eau (40-60), avec un debit de 1,5 mL/min a 45 °C. Le detecteur 

est un detecteur k diffusion de la lumidre Sedex 45. 

Ces analyses permettent d'identifier ralkyl-rhanmoside present dans P2 qui est le 
dodecyl-rhanmoside. 

30 

Le pmtyl-rhamnoside, roctyl-rhamnoside, le decyl-rharonoside et Tundecyl- 
rhamnoside peuvent etre synthetises suivant le meme precede en rempla9ant 
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respectivement le dod6cyl alcool par le pentyl alcool, I'octyl alcool, le d6cyl alcool et 
rund6cyl alcool, 

Exemple 2 : r6activit6 des sucres vis k vis de I'alcool 

5 

Dans le cas des alcools lin6aires k courte chaine, la r6activit6 des difKrents sucres vis k 
vis de I'alcool est bonne. En effet, si on considdre deux femilles de composes, les alkyl- 
ihamnosides et les alkyl-glucosides, les r6sultats obtenus pour les pentyl-saccharides 
sont comparables. L'alcool, peu hydrophobe, assure un bon contact par une bonne 
10 mouillabilit6 du sucre et la r6activit6 est done accrue. Les rendements obtenus pour les 
alcools de plus courte chaine sont toujours superiems k 50 %. 

Dans le cas particulier des alcools dont la longueur de chaine est sup6rieure k 8 
carbones, les rendements des alkyl-glucosides d6croissent tres rapidement quand la 
longueur de la chaine hydrocarbonee augmente. L'alcool deviant en effet trop 
15 hydrophobe et le contact avec le glucose tr^s hydrophile est de moins en moins bien 
assure. 

Cette baisse de la r^activite est bien moins importante dans le cas du rhamnose (of. 
tableau 1), Les rendements pour les alkyl-rhamnosides sont environ 8 fois supdrieurs k 
ceux des alkyl-glucosides pour la chauie en C12 et aicore presque 6 fois pour la chaine 
20 en C16. 



Rh-Cs 


50% 


Glu-Cs 


65% 


Rh-Ci2 


47% 


GIU-C12 


6% 


Rh-C,6 


27% 


Glu-C,6 


5% 



Tableau 1 : Rendements massiques obtenus aprhs purification d'alkyl-glucosides et de P-alkyl- 



rhamnosides. 

Dans le tableau 1, l'abr6viation Rh repr&ente le rhamnose et I'abreviation Glu 
25 repr6sente le glucose. Ainsi, par exemple, Rh-Cs repr6sente le pentyl-ihamnoside. 

Une des raisons propos^es pour expliquer cette r6activit6 est une plus grande 
hydrophobic des d6oxy-sucres. En effet, la suppression de I'hydroxyle en position 6 et 
la presence du groupement methyle pennettent d'augmenter 1 'hydrophobic du sucre. 
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La presence du groupement m6thyle sur le cinqmeme carbone permet 6galanent 
d'augmenter la densit6 61ectromque de I'oxygtoe par iin efifet inductif positif et ainsi 
srtabffiser I'interm^diaire intervenant dans le m6canisme r6actioimel. Le rhanmose est 
done plus r6actif que les hexoses vis k vis des alcools gras. 

5 

Exempte 3 : Aspect physique des alkyl-rhamnosides en fonction de la longueur de 
chaine du radical alkyle 

10 Les alkyl-rhamnosides ayant des ch^es lin6aires en C5, Cg, Cs, Cio, Cn, et ol6yle sont 
sous forme d'un liquide visqueux. 

Les alkyl-rhamnosides ayant des cha&ies Un6aires en Ch, Cie, Cig et C22 sont sous 
forme solide. 

L'allcyl-Aamnoside ayant une chaine lin6aire en C12 est un gel tr6s compact 

15 

Exemple 4i analyse pharmacologique des alkyl-ihamnosides 

Les difF6rentes cellules de rimmunite intervenant dans ces processus de rinflammation 
ont 6te 6tudiees. Ce sont les cellules dendritiques de la peau, les cellules endoth^liales, 
20 certains leucocytes et les k^ratinocytes. 

n Principes des techniqiift<8 H e mesure de la viability cellulaire 

❖ technique de reduction du MTT. [3-(4.5-dimethyltiazol-2-yl)-2.5-diphenyl 

25 tetrazolium bromide] (commercialise par Sigma) 

Cette technique correspond a un test colorim6trique permettant la quantification des 
cellules vivantes, mdtaboliquement actives de maniere non radioactive. Le MTT est une 
mol6cule cationique qui se fixe aux membranes des mitochondries de faQon potentiel- 
d6pendant Au niveau des mitochondries le MTT sera reduit en bleu de fonnazan par la 

30 d6shydrog&iase mitochondriale. Les cellules vivantes se colorent done en bleu, a 
I'inverse des cellules mortes qui restent transparentes. La mesure de la viability est 
ensuite realis6e par mesure de la densite optique k P aide d'un lecteur automatique. 
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Toutefois cette m6thode d' analyse semble etre mieux adaptee aux cellules adli6rentes 
(type k6ratinocytes) que pour les cellules non adli6rentes (monocytes et cellules 
dendritiques). Une autre 6tude a done et6 envisag6e pour conclure sur la cytotoxit6 des 
oligorhamnosides vis-a-vis des cellules diflKrenci^es analys6es : la cytometric de flux 
5 en presence d'iodure de propidium. 

❖ technique de reduction du sel de tetrazolium XTT. 

H s'agit d'lme technique pennettant ime quantification de la proliferation cellulaire et du 
nombre de cellules vivantes, (metaboliquement actives) sans incorporation d'isotopes 

10 radioactifs. Le XTT, de couleur jaune, est une molecule cationique qui se fixe aux 
membranes des mitochondries de fagon poteutiel-ddpendant, comme le fait le MTT. 
Au niveau des mitochondries, le XTT sera r6duit en formazan (orange) par la 
tetrazolium r6ductase mitochondriale. Cette m6thode, plus onereuse que la m6thode du 
MTT, ne necessite pas dans son protocole la lyse des cellules par le SDS pour liberer le 

15 colorant. En effet le produit de reduction est soluble au sein de la cellule. La methode. 
est ainsi plus rapide. Les cellules vivantes, en absence et en presence d'un traitement 
avec un produit se colorent, a Tinverse des cellules mortes qui restent incolores. Le taux 
de formazan produit est detecte au spectrophotometre pour une longueur d'onde de 
450 mn et est directement proportionnel au nombre de cellules metaboliquement 

20 actives. 

2) tests de toxicite 

«> Des keratinocytes sont Isolds et mis en culture k partir de biopsie de peau humaine 
25 issue de donneurs anonymes suite a une intervention de chirurgie plastique. Les mesures 
de densite optique (absoibance) des 4 puits traites avec la meme concentration de 
produits sont moyemiees. Cette moyenne est compar6e a la moyemie des mesures 
obtenues pour les 4 puits tdmoin (test t de Student — comparaison des moyennes- 
difference significative a 95 % si p<0,05 et a 99 % si p<0,01). 
30 Les viabilites des cellules traitees sont exprimees en pourcentage par rapport au temoin 
(cellules non traitees) de 100 % (DO trait6/ DO temoin x 100). 
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Le rhamnose ne pr&ente pas de cytotoxicite (c£ tableau 2), meme pour les 
concentrations les plus ^lev6es. 





T6moin 


Khamnose 
1 mg/mL 


Rhamnose 
0,1 mg/mL 


Khamnose 
0,01 mg/mL 


Rhamnose 
0,001 mg/mL 


% viabilit6 


100 


104 


98 


100 


95 


p (Student) 




0,504 


0,679 


0,991 


0,407 



Tableau 2 : Viability des kSratinocytes en pr6sence de diff6rentes concentrations en rhamnose. 
Le pentyl-rhamnoside pr6sente une cytotoxicity pour des concCTitrations sup6rieures k 
2 mg/mL (cf. tableau 3), Cette toxicite ne pent pas etre expliquee par un effet delipidant 
de Talkyl-rhamnoside etant donne qu'a une concentration nettement superieure, voisine 
de 70 g/L, aucun effet de detergence n'a ete mis en evidence lors des etudes sur les 
v6sicules multilamellaires de phosphatidylcholine. 





T6moin 


Rh-Cs 
5 mg/mL 


Rh-Cj 
2 mg/mL 


Rh-Cj 
1 mg/mL 


Rh-Cj 
0,1 mg/mL 


% viability 


100 


40 


53 


74 


94 


p (Student) 




<0,01 


<0.01 


<0,01 


0,145 



10 Tableau 3 : Viabilit6 des k6ratinocytes en presence de diff6rentes concentrations ea pentyl- 
rhamnoside (Rh-Cs). 

Des tests de toxicity ont egalement ete effectues avec Tundecyl-rhamnose et 
roctad6cyl-rhanmose. Les r6sultats sont doimes dans le tableau 4 suivant : 





T6moin 


Rh-Cn 
500 lig/rhL 


Rh-Cii 
250 ng/mL 


BUi-Cii 
100 ^ig/mL 


Rh-Cii 
10 ng/mL 


% viabilite 


100 


30 


11 


17 


81 


p (Student) 




<0,01 


<0,01 


<0,01 


<0,01 




T6moin 


Rh-Ci8 
500 ^ig/mL 


Rh-C,8 
250 ^g/mL 


Rh-C,8 
100 (ig/mL 


Rh-C,8 
10 ^g/mL 


% viabilite 


100 


27 


25 


87 


137 


p (Student) 




<0,01 


<0,01 


<0,05 


<0,01 
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Tableau 4 : Viability des k&atinocytes en presence de diffdrentes concentrations en Cn et Cig 
alkyl rhamnosides. 
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Des cellules endotheliales ont ete mises en culture, immortalisees et stabilisSes dans 
leur ph^notype. Les lignees cellulaires 6tudi6es sont les cellules endotheliales 
d'appendice, les cellules endotheliales microvasculaire de cerveau, les cellules 
endoth61iales de gan^ions lymphatiques mesent&ique, les cellules endotheliales de 
5 ganglions lymphatiques peripheriques, les cellules endotheliales ndcrovasculaires de la 
peau. 

Le test de cytotoxicite est realise au moyen d'un test biochimique sur la transformation 
d'un sel de tetrazolium, le MTT. Les resultats obtenus sont tres positifs, aucune toxicite 
n'est mise en evidence, avec le pentyl-rhanmoside (cf. figures 1 et 2). La viabilite est en 

10 effet toujours superieure a 85 %, et ceci pour toutes les lignees de cellules etudiees. 

Figure 1 : Viabilite des cellules endotheliales issues des ganglions lymphatiques 

pdriph^ques en presence de rhanmose. 
Figure 2 : Viability des cellules endotheliales issues des ganglions lymphatiques 
peripheriques en presence de pentyl-rhananoside. 

15 On note en particulier Tapparition d*un pic de stimulation correspondant k 4 heures 
d'incubation, temps necessaire pour Tinitiation de la synthase proteique. La presence de 
ce pic est interessante car il traduit que les cellules tolerent les oligorhanmosides 
(absence de toxicite), et les assimilent Ces produits sembleat enrichir le milieu de 
culture. 

20 Ces resultats sont similaires pour les autres lignees de cellules endotheliales. 

3 Y Influence des alkyl-rhanmosides sur des cellules humaines cultive es en milieu 
pro-inflanmiatoire 

• Dosage de la PGE2 liberee par les KHN stimuiees par le PMA. 
25 Les alkyl-rhamnosides ont pu Stre evalues en tant qu'inhibiteur de la liberation de PGE2 
dans les sumageants cellulaires. Ces produits sont mis en presence des KHN en mSme 
temps que le PMA a 1 ng/roL. Chaque condition testee est evaluee sur 4 puits de KHN 
pour la stimulation. 

Les abreviations KHN signifient keratinocytes humains normaux. 
30 Les abreviations PMA signifient phorbol-12-myristate- 13 -acetate. 

Apres 24 heures de traitement, les resultats resximes dans le tableau 5 suivant 
representent les moyennes des valeurs des concentrations en PGE2 (pg/mL) donnees 
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dans chacun des sumageants ceUulaires stimuli ou non et rappoit6es k une quantity de 
cellules exprim6es en ^g. 





1 mg/mL 


0,5 mg/mL 


0,1 mg/mL 


0,05 mg/mL 


0,02 mg/mL 


0,01 mg/mL 


Rh-Cs 


89% 


84% 
63% 


64% 


61 % 


29% 




Ri-Cii 










28% 


28% 


Rh-Cig 










2% 





Tableau 5 : Pourcentage d'inhibition de la HMration de PGEz en fonction de la concentration 
des alkyl-rhamnosides (Rh-Cs, Rh-Cn etRh-Cig). 



Le pentyl-rhanmoside pr6sente une plus forte inhibition (80 a 60%) pour des 
concentrations de 1 mg/mL k 0,05 mg/mL. Son activite diminue k 0,02 mg/mL : 29 % 
d'inhibition. 

10 Le pentyl-rhamnoside presente une forte inhibition, de 60 k 80%, pour des 
concentrations allant de 1 mg^mL k 50 iig/xnL. 

L'und6cyl-rhamnoside pr6sente une activity comparable au pentyl rbamnoside dans la 
gamme de 20|ig/ml, ce qui lui conffere une activity inflammatoire con^arable. 

^5 4) Adhesio n entre cellules endotheliales et Ivmp hnnytfts 

L'influence des alkyl-ihamnosides sur l'adh6sion entre lymphocytes et cellules 
endoth61iales non-activ6es a 6t6 dvaluee, notamment la lignee de cellules endotheliales 
issues de la peau (HSkMEC). Ces cellules ont 6t6 mises en presence d*un fort 

20 activateur, le TNF-a. 

L'adh&ion est realis6e in-vitro en condition statique. Les cellules endofli61iales sont 
• ensemenc6es dans des puits afin d'obtenir une monocouche. Les cellules sont pi^trait6es 
pendant 5 heuies en presence ou en absence d'alkyl-ihamnosides. Le dod6cyl- 
rhamnoside nteessitant une teneur de 0,1 % volumique pour 6tre soluble dans les 

25 miUeux de culture, un tdmoin contenant 0,1 % de glycerol sera egalanent analyst En 
effet, le glycerol k 0,1 % stimule radh6sion des lymphocytes sur HSkMEC (31 %) alors 
qu*a n'a pas d'effet sur les autres lign&s de cellules endotheliales. 
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La suspension de lymphocytes marques est a une concentration permettant d'obtenir un 
rapport de 5 lymphocytes pour une cellule endoth61iale. L'adhesion est realisee durant 
30 minutes k temperature ambiante. Le marqueur se fixe irr6versiblement aux Upides de 
la membrane plasnuque des cellules sans affecter les propri6tes biologiques de la 
5 membrane, ni la viabilit6 cellulaire. 

L' adhesion des lymphocytes sur les cellules endoth^liales est quanti£i6e par cytometric 
deflux. 

Les premiers tests d'adhesion sur les lign6es de cellules endofheliales non activees ont 
donne les resultats suivants. Le pentyl-rhamnoside 1,1 mM induit une augmentation de 
10 Tadhdsion des lymphocytes sur HPLNEC.B3 (37,9 %) et une tres forte augmentation de 
radh6sion sur HMLNEC par rapport au rhamnose (96,7 %). II a un effet inhibiteur de 
radh6sion des lymphocytes sur HSkMEC de 37,3 % par rapport au rhanmose. H n'a pas 
ou trhs faiblement d' effet sur HAPEC et HBrMEC. 

Le dod^cyl-rhamnoside & 1,5 |xM diminue T adhesion des lymphocytes sur HSkMEC de 
15 34,2 %. n augmente cette adhesion sur HAPEC de 44,1 % et n'a pas d'effet sur 
HBrMEC, HPLNEC,B3 et HMLNEC. 



Les rdsultats de T adhesion entre lymphocytes et les cellules endoth61iales activ6es, 
r6s\nnes dans le tableau ci-dessous (cf, tableau 5), sont issus du regroupement de trois 
experiences d' adhesion. 





MiUeu 


TNF 


Rapport T6mom/TNF 


T6moin 


1,000 


2,730 


2.7 


Rhamnose 


1,630 


2,450 


1,5 


Pentyl-rhamnose 


1,900 


3,100 


1,6 


T6moin glycerol 


2,200 


3,200 


1,45 


Dod6cyl-riiamnose 


3,200 


1,900 


0,59 



20 Tableau 5 : Resultats de Tadhesion entre lymphocyte et cellules endoth61iales (HSkMEC) en 
presence des derives rhamnosyles. 

L' effet du dodecyl-rhamnoside k 1,5 jxM est confirme sur les cellules endoth61iales avec 
une inhibition de T adhesion de 63 %. 



25 
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Exemple 5; evaluatinn du potentiel irritant cutan6 sur 6pidermes reconstitufe du 
pentyl rhanmoside 

L'6valuation du potentiel irritant cutan6 snr 6piderme reconstitu6 est une methode 
5 alternative a rexp6rimentation animale pour r6valiiation du potentiel irritant cutan6 sur 
6pidenne reconstitu6 . Le principe est base sur revaluation du potentiel irritant du 
produit test6 par : 

- Etude de la cytotoxicite par quantification de la liberation de lactate 
deshydrogenase (LDH) et par reduction du MTT en sel de tetrazolium 
10 - Etude des marquevirs de rinflainmation par quantification de la liberation des 

interleukines IL laet IL8. 
Les r&ultats sont resumes dans le tableau ci-dessous (cf. tableau 6) 





RI1-C5 
Concentration 30% 


Triton 4% 


24 heures 
d'application 


MTT%viabiKt6 


89,9 


3,0 


Rapport LDH 


1.4 


124,71 


Rapport ILia 


2.4 


36,0 


BjacppoAlLt 


5,2 


3,7 




72 hemes 
d'application 


MTT%viabiIit6 


82,1 


1.5 


Rapport IDH 


1,0 


77,3 


Rapport ILia 


2,0 


7.2 


R^ypoitlLg 


4.0 


0.9 


Classification 




L6gSrement irritant 


Irritant 



Tableau 6 : R6sultats de revaluation du potentiel irritant cutanS sur epidermes reconstitu6s 
15 du pentyl rhanmoside 

Les resultats montrent que le pentyl rhanmoside, a une concentration de 30%, est 
faiblement irritant. 



20 
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Exemple 6 : Etude du pouvoir sensibilisant par la m6fhode LLNA du pentyl 
rhamnoside 

Les abreviations LLNA signifient Local lymph Node Assay, qui est une methode 
5 alternative k rexp&imentation sur cobaye du pouvoir sensibilisant. 

Ce test d6teraiine le potentiel sensibilisant de la substance d'essai en mesurant la 
proliferation des lymphocytes dans les ganglions lymphatiques auriculaires. La 
proliferation des lymphocytes sera mesuree en determinant Tincorporadon de 
methylthymidine tritiee. 
10 Les resultats sont resumes dans le tableau ci-dessous (cf. tableau 7) 



Concentrations 
dtudi^es 


Solvant 


Concentration 1 : 
3% 


Concentration 2 : 
15% 


Concentration 3 : 
30% 


DNCB 
Dilution 0,25% 


DPM-BLANC 


13814,5 


9921,5 


8328,5 


6378,5 


125622,5 


DPM/Ganglion 


1726,8 


1240,2 


1041,1 


797,3 


15702,8 


RATIO 




0.7 


0,6 


0,5 


9,1 


Conclusion 




Non sensibilisant 


Non s^isibilisant 


Non sensibilisant 


Sensibilisant 


Tableau 7 : 


I6sultats c 


le I'dtude du pouvoir sensibilisant par la m^ode 


LLNAdu 



pentyl rhamnoside 

Dans le tableau 7, Tabreviation DPM signife « d6sint6gration par minute », le blanc est 
la reference et le DNCB est le dinitrochlorobenzdne qui sert de temoin sensibilisant. 
15 Les r6sultats montrent que le pentyl rhamnoside, meme jusqu'a une concentration de 
30%, n'est pas sensibilisant. 
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REVENDICATIONS 

1- Utilisation d'un monomSre de sucre reducteur, dont une fonction hydroxyle est 
5 substitute par un radical alkoxy ea C2-C40, comme medicament. 

2- Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que, dans le monomere de 
sucre reducteur, la fonction hydroxyle substituee est la fonction hydroxyle anomerique. 

10 3- Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracteris6e en ce 
que le radical alkoxy comprend de 5 a 12 atomes de carbone. 

4- Utilisation selon Tune quelconque des revendications pr6c6dentes, caract6risee en ce 
que le sucre reducteur est choisi dans le groupe constitu6 par le rhamnose, le fucose et le 

15 glucose. 

5- Utilisation selon Tune quelconque des revendications pr6c6dentes, caracteris6e en ce 
que le m6dicament est destint k rSguler les mtcanismes inflammatoires. 

20 6- Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterisee en ce 
que le medicament est destine a la prevention ou au traitement des reactions ou 
pathologies allergiques, inflanamatoires, immunitaires de la peau et/ou des muqueuses. 

7- Utilisation selon Tune quelconque des revendications pr6c6dentes, caracterisee en ce 
que le medicament est destin6 k inhiber la r6ponse immune liee au stress inflammatoire. 

8- Utilisation selon Tune quelconque des revendications pr6cedentes, caract6ris6e en ce 
que le m6dicament est destin6 k inhiber I'activation des leucocytes, la secretion des 
cytokines k6ratinocytaires, le phenomrae d'hyperplasie keratinocytaire, le processus 
d'appretement de Tantigene par les cellules dendritiques de la peau, la maturation des 
cellules presOTtatrices d'antigtoe, le phenomene de recoimaissance entre les 
lymphocytes et les cellules presentatrices d'antigene. 
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9- Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterisee en ce 
que le medicament est destin6 a la prevention ou au traitement des maladies choisies 
dans le groupe constitue de recz6ma atopique et/ou de contact, des dermatoses 

5 inflammatoires, des dermatites irritatives, de racn6, des maladies auto-immunes telles 
que le psoriasis, de la photo-immuno-suppression, du vitiligo, du pityriasis, des 
scl6rodenmes, de I'arthrite rhumatoide, de la maladie de Crohn ou du rejet de greffe. 

10- Utilisation selon Time quelconque des revendications 1 a 5, caracterisee en ce que le 
10 medicament est destine a la prevention et au traitement des derives inflammatoires 

chroniques liees au vieillissement et ses consequences. 

11- Utilisation selon la revendication 10, caract6ris6e en ce que le medicament est 
destine k la prevention ou au traitement des maladies choisies dans le groupe constitue 

15 par les sensibilisations anaphylactiques, les anomalies pigmentaires de la peau, 
rhypervascularisation dermique, les fissurations inflammatoires. 

12- Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracterisee en ce que le 
medicament est destine a diminuer le caractere allergisant et/ou irritant d'une 

20 composition ou d'un parfum. 

13- Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterisee en 
ce que le medicament comprend 0,001 a 50% en poids dudit monomere de sucre 
reducteur. 

25 

14- Methode de traitement cosmetique des peaux et/ou des muqueuses sensibles, 
irritees, intoierantes, k tendance allergique, kgoes, soumises a xm signal danger, 
presentant un trouble de la barriere cutanee, presentant des rongeurs cutanees ou 
pr6sentant im desequilibre immunologique non pathologique lie au vieillissement 

30 intrinseque, extrinseque ou hormonal, caract&isee en ce qu'elle consiste a appliquer sur 
la peau et/ou les muqueuses une composition comprenant au moins un monomere de 
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Sucre reducteur dont une fonction hydroxyle, avantageusement la fonction hydroxyle 
anomerique, est substitu6e par un radical alkoxy en C2-C40. 

15- Methode de traitement cosmetique pour retarder le vieillissement naturel de la peau 
5 et/ou pour prevenir le vieillissement acc61£r6 de la peau soiunise aux agressions 

exterieures, notanmxmt pour prevenir le vieillissement photo-induit de la peau, 
caract6ris6e en ce qu'elle consiste k appliquer sur la peau une composition comprenant 
au moins un monom^re de sucre reducteur dont ime fonction hydroxyle, 
avantageusement la fonction hydroxyle anom6rique, est substitute par wi radical alkoxy 
10 en C2-C40. 

16- Methode de traitement cosm6tique selon la revendication 14 ou 15, caract6risee en 
ce que le sucre reducteur est choisi dans le groupe constitue par le rhanmose, le fucose 
et le glucose. 

15 

17- M6tibiode de traitement cosmetique selon Tune quelconque des revendications 14 k 
16, caract6ris6e en ce que le radical alkoxy comprend de 5 i 12 atomes de carbone. 
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